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Analyses of gene expressions in uninjured trigeminal neurons 
after inferior alveoIar nerve transection in rats
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図4：ANXA　1における各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプロープ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結
　　　果は共に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果で切断群，対照群ともに発現変動を認めなかった．　Dは，三叉神経
　　　節（trigeminal　gangliom），大脳（cereb㎜），脾臓（spleen）における定量PCRのバンド像で脾臓でバンドが認められ
　　　た．また，三叉神経節においてもわずかにバンドが確認できた．
6　D　site　albumin　promoter　binding　protein　（DBP）
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図5：DBPにおける各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプロープ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結果は
　　　共に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果で切断群、対照群ともに1日後に有意な発現の上昇を認めた．また対照
　　　群の上昇率が顕著であった．Dは，三叉神経節（trigeminal　gangliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）における定量
　　PCRのバンド像で大脳と脾臓でバンドが認められた．また，三叉神経節においてもわずかにバンドが確認できた．
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22　Myelin　basic　protein　（MBP）
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図6：MBPにおける各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプローブ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結果は
　　　アンチセンスプロープで陽性反応を認めた．全ての神経細胞で発現を認めた．CはリアルタイムPCRの結果で切断群は1
　　　～5日後まで有意な発現上昇を認めた．対照群は1日後のみ有意な発現上昇を認めた．Dは，三叉神経節（trigeminal　gan－
　　　gliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）における定量PCRのバンド像で三叉神経節で強いバンド発現を確認した．大
　　　脳もバンドを認め，脾臓ではバンドはみられなかった．
15　Hemogen　（HEMGN）
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図7：HEMGNの各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプローブ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結果は共
　　　に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果で切断群，対照群ともに7日後に有意な発現低下を認めた．また1日後は
　　　対照群より有意な発現上昇を認めた．Dは，三叉神経節（trigemina1　gangliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）にお
　　　ける定量PCRのバンド像で脾臓でのみバンドが認められた．
102　　時崎，他：下歯槽神経切断モデルラットにおける三叉神経節非損傷神経の遺伝子発現動態解析
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図8：VEZF　1の各実験の結果を示す．　AはISHのアンチセンスプローブ，　Bはセンスプローブの反応を示しており，結果は共
　　に陰性であった．CはリアルタイムPCRの結果は1日後で対照群より有意な発現上昇を認めた．　Dは，三叉神経節
　　（trigeminal　gangliom），大脳（cerebrum），脾臓（spleen）における定量PCRは，脾臓および大脳でバンドが認められた．
　定量PCRの結果より，わずかでも三叉神経節
で発現を認めた遺伝子はDBP，　Annexin　A　1
（ANXA　1），High　mobility　group　box　2（HMGB
2），ITGAMとMBPの5種であった（表3）．
これらのうちMBP以外の4種類の遺伝子につい
ては，ISHで発現が検出できず，またリアルタ
イムPCRでも対照群に対して有意な上昇は検出
されなかった（表3，ANXA　1については図4A－
C，他のデータは示していない）．DBPについて
は対照群の方がnaiveや切断群と比較して切断
1日後や7日後で上昇が顕著であった（図5
C）．
　MBPは唯一，定量PCRにて神経組織である
三叉神経節と大脳両方で明らかな発現が確認で
き，脾臓では発現がみられなかった．これは，表
2に示したマイクロアレイ解析において検出され
た三叉神経節における発現量が，他の遺伝子に比
べて高いという結果と一致する．IS且において
も強い反応が見られ，三叉神経節における全ての
神経細胞が染色されており，細胞体のサイズによ
る発現量の違いは検出されなかった．リアルタイ
ムPCRにおいては，術後1日目から切断群，対
照群ともに発現量が上昇した．ただし，切断群と
対照群間で有意差が見られたのは術後3日目のみ
であった．術後7日目，対照群では未処置レベル
まで減少したが，切断群では発現の上昇が維持さ
れていた（図6C）．
　定量PCRにおいて三叉神経節で発現が認めら
れなかった遺伝子についても，定量PCRに比べ
高い検出感度が期待できるリアルタイムPCRで
は，微量な遺伝子発現量の変動を検出できる可能
性がある．定量PCRにおいて三叉神経節で発現
を認めなかったが，リアルタイムPCRでは対照
群と比較して発現増加を認めたのは，HEMGN
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図91βアクチンのリアルタイムPCRの結果を示す．経時
　　的な変化は認められなかった．
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（表3の15，図7C），　Vascular　endo七helial　zinc
finger　1（VEZF　1）（表3の17，図8C）の2種
の遺伝子であった．これら遺伝子はいずれもISH
では検出できなかった（図7A，図8A）．
　ISHでは，全ての遺伝子について，ネガティ
ブコントロールであるセンスプローブではシグナ
ルが得られないことを確認した．またリアルタイ
ムPCRではβアクチンについては発現変動がな
いことを確認し，標準遺伝子とした（図9）．
考 察
　神経切断による神経因性疾痛に関しては多くの
モデルラットが作成されているが，その中の一つ
である下歯槽神経切断モデルラットでは，第3枝
の一部である下歯槽神経を切断したにも関わら
ず，第2枝の一部である眼窩下神経が支配する口
髭部にアロディニアが発症する．この症状は，神
経損傷後に損傷領域を超えて感覚異常が発現する
という臨床例をよく再現しており，数多く存在す
る神経因性疾痛モデルラットの中でも特徴的であ
ると言える．また，三叉神経節はその形態的特徴
から，第3枝に軸索を伸ばす神経細胞の細胞体
と，第1・2枝に軸索を伸ばす神経細胞の細胞体
を容易に分離することができる18）（図1）．我々
も，神経損傷のマーカーとなる物質を用いた実験
等を行い第3枝と第1・2枝領域が分離できるこ
とも確認している（データ未公表）．
　これまでに下歯槽神経切断モデルのこの特徴を
活かして，損傷神経を含む第3枝領域と，アロ
ディニア発症部位を支配する神経を含む第1・2
枝領域について別々に遺伝子発現変化を解析して
きた．このうち第3枝領域の神経細胞で発現上昇
をみた遺伝子についてはリアルタイムPCR法な
どで経時的な発現上昇についても明らかにしてい
る（論文投稿中）．
　これに対し，下歯槽神経切断後3日目の切断群
と処置後3日目の対照群のラットの三叉神経節を
用いたマイクロアレイ解析からは，非損傷神経を
含む第1・2枝領域では41種の遺伝子の発現上昇
が検出された．これは，損傷神経である下歯槽神
経の細胞体を含む第3枝領域において545種の遺
伝子が検出された結果と比較すると検出遺伝子
数，上昇率共に非常に小規模で，直接損傷を受け
た神経細胞に比べ，アロディニアが起きている領
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域を支配する神経細胞における遺伝子発現レベル
での変化は限定的なものであると予想できる．し
かし，坐骨神経と後根神経節を用いた研究では，
神経損傷後に神経節で発現が上昇することが知ら
れている遺伝子が数多く報告されている15・16）が，
これらの遺伝子は全て第3枝領域の解析により検
出されていた．第1・2枝領域の解析で検出され
た41種の遺伝子は神経損傷との関連は，報告され
ていないものばかりであり，これらの中にアロ
ディニアの発症に直接的に関与する遺伝子が含ま
れている可能性は十分存在すると考えた．
　今回の実験において，切断3日後のサンプルを
用いたマイクロアレイの結果と一致して切断後3
日目に発現上昇が観察されたのはMBPのみであ
り，三叉神経節神経細胞においてもMBPの発現
が確認できた．このタンパク質のノックアウトマ
ウスでは中枢神経細胞のミエリン化の阻害や痙攣
を引き起こすことが知られている23・24）．また，坐
骨神経を用いた神経因性疾痛モデルでは，神経損
傷後にMBPの分解とそれに伴う髄鞘構造の破壊
が起こることが知られている25）．さらに，脱髄が
神経の異常興奮とつながることは動物モデルでも
臨床例でも知られており24），MBPが本研究で用
いた下歯槽神経切断モデルにおいても重要な役割
を果たしている可能性は十分考えられ，末梢神経
細胞についてもその興奮性に影響を与えている可
能性が考えられる．切断群と対照群間ではっきり
とした有意差が認められたのは術後3日目のみで
あったが，このMBP遺伝子発現上昇に引き続き
髄鞘構造に変化が起き30日以上続くアロディニア
の症状を惹起しているのではないかと考える．三
叉神経節はサイズ，性質など異なる神経細胞の集
合体であるが，MBPの発現は特定の細胞ではな
く全神経細胞に認められたため痛覚以外の刺激の
伝達にも関与している可能性もある．ヒトの皮膚
のマイスネル小体にもMBP陽性線維が認められ
る報告23）もあり，MBPが感覚情報の伝達に何ら
かの影響を与える可能性は考えられる．
　損傷領域を超える範囲に広がる神経因性疾痛の
発生機序については，従来の研究から末梢神経が
損傷を受けると末梢神経系だけでなく三叉神経脊
髄路核等の上位中枢においても神経回路網に組織
学的および生理学的変化がおこることが明らかに
なっており17’19・26），損傷を受けた神経が支配して
104　　時崎，他：下歯槽神経切断モデルラットにおける三叉神経節非損傷神経の遺伝子発現動態解析
いる領域だけでなく，その周辺領域にも広く痛覚
過敏が発現し影響を波及する11・17・19・2°・26）．
　特に三叉神経脊髄路核において下歯槽神経切断
後の経時的な神経細胞活動電位の記録実験では，
切断後2日～14日でLow　threshold　mechanore－
ceptive　neuron（LTM）やwide　dynamic　range
neuron（WDR）などの割合が増加することを示
しており，この変化により非侵害刺激に対する応
答も増強され，機械刺激に対するアロディニアの
発症と関連していることが述べられている26）．こ
のLTMやWDRの増加には，一次求心性神経か
らの過剰な入力が影響している可能性が大きく，
過剰な入力の原因としてMBP遺伝子発現上昇が
関与している可能性も示唆される．
　次にリアルタイムPCRで一過性の上昇を認め
たHEMGNとVEZF　1については，定量PCR
の結果から血球系細胞由来のmRNAを検出して
いることが予想され，これらの遺伝子が血管内皮
や血球で多く発現しているという報告と一致す
る．しかし，他の血球系細胞由来mRNAと異な
り，リアルタイムPCRで術後1日目に一過性の
上昇が検出されていることから，アロディニア発
症初期において第1・2枝領域における血球細胞
の状態，もしくは血流等に変化が起こっている可
能性が考えられる．
　しかし，解析の結果はMBP以外，ほとんどの
遺伝子について神経における発現も神経切断後の
発現上昇も確認できず，多くは脾臓における発現
が強く検出された．これは，マイクロアレイの結
果において三叉神経節摘出時に混入していた血球
系細胞由来の遺伝子発現を検出している可能性が
あることを示唆している．これらが血球系細胞由
来である場合，それらの血球系細胞は三叉神経節
摘出時に血液が混入したのか，あるいは神経損傷
や炎症によって三叉神経節内部に遊走した血球系
細胞に由来するのか，そのどちらなのかについて
は現時点で不明である．また，非損傷領域である
第1・2枝領域の神経細胞において，多くの遺伝
子についてはリアルタイムPCRでも神経損傷後
の発現上昇は検出されず，さらにいくつかの遺伝
子については，むしろ発現の低下が見られた．こ
れらの結果の真偽については各実験の検出感度の
向上等，さらに解析が必要であると考える．しか
し，マイクロアレイで解析された全20，500遺伝子
配列の発現量がそれぞれ2～300，000まで大きく
異なっている中，本研究で解析を行った22種の遺
伝子の発現量は，数百に過ぎないものがほとんど
であり，この発現量の少なさも解析を困難にして
いると思われる．
　別の原因として，各実験（cDNAマイクロアレ
イ，定量PCR，　ISH，リアルタイムPCR）それ
ぞれに使用したプライマー，プローブの検出領域
の差が挙げられる．検出領域が異なっている，も
しくは領域が重複していても完全に一致するもの
ではないため，選択的スプライシングなどの影響
により結果そのものや検出効率が変化する可能性
もある．しかし，それを踏まえても，なお今回の
結果は，損傷を受けた神経細胞を含む第3枝領域
を解析したものと比べて，予想以上に発現増加し
ている遺伝子は少なく，たとえ同一神経節内で
あっても損傷神経が非損傷神経に与える影響は限
定的なものであり，少なくとも遺伝子発現変動と
いうレベルでは非常に小さなものであることを示
している．
　本研究で，ごく少数の遺伝子発現変化しか検出
されなかった結果の内，MBPが何らかのアロ
ディニアの発生機序に関与している可能性が示唆
された．さらにアロディニア発症領域を支配する
一次ニューロンの変調だけではなく，損傷神経の
過興奮もしくは延髄もしくは三叉神経脊髄路核と
いった上位中枢の変調によるところが大きいこと
も示唆された．
結 論
　今回の研究で三叉神経節内では，MBPは各実
験（cDNAマイクロアレイ，定量PCR，　ISH，
リアルタイムPCR）の結果より，アロディニア
発症時に何らかの役割を担っている可能性が示唆
された．
　しかし，MBPのみの発現変動でアロディニア
発症が惹起されるとは考えにくく，MBPの変化
に加え，第3枝神経細胞（損傷神経）の変調や三
叉神経背髄路核での過興奮，上位中枢神経細胞の
変化などと協調してアロディニア発症が引き起こ
されるのではないかと思われた．また，これらの
遺伝子の発現変動が直接アロディニアに関連する
ものであるかどうかについても，今後さらに確認
を進める必要があるといえる．
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